















































systems  allows  a  balance  and  progression  from  experimental  control  to  human  applicability,  and 
provides a meta‐model that can help validate basic research findings in a translational setting. We then 








class 2.  It  is the most energetically demanding organ in the body‐ despite the  fact that  it makes up 
around 2% of the body by weight,  it demands nearly 20% of oxygen mobilized  in the bloodstream, 
most of which enables  the generation of action potentials,  the reestablishment of pre‐synaptic  ion 
gradients, and the generation of post‐synaptic ion fluxes 3.  
The brain is also one of the most dynamic organs over a developmental time course, and can undergo 









it  may  be  the  most  complex  we  have  discovered  so  far  in  our  universe.  Additionally,  current 
neuroscientific methodology for in‐vivo research is limited by several factors, including the fragility and 
sensitivity of  the brain to  invasive procedures,  relative optical opacity of the skull and brain tissue, 
permeability of  the blood‐brain‐barrier, and more. While  some methods are not affected by  these 
limitations or have been designed around them (EEG, for example), other methods such as imaging or 
electrophysiology  remain  challenging. Due  to  the  conceptual  and practical  complexities  associated 





the normal and pathological  functioning of  the brain  to date, and  to propose an  integrated model 
system approach aimed especially at researchers whose goal is to validate their findings from other 








































an  improved  formulation  16.  To  mimic  physiological  conditions,  cell  culture  media  pH  is  typically 
maintained using a bicarbonate buffer,  characterized by  the balance between bicarbonate  (HCO3‐), 
carbonic  acid  (H2CO3),  and  CO2,  requiring  an  incubator  with  controlled  CO2  levels,  generally  5%. 
Another development was the Hibernate E medium, which maintains neural tissue viability for several 




In  order  to  generate  the  right  model  system,  the  manipulation  of  neural  cell  cultures`  intrinsic 
properties  is  often  necessary.  Through  the  use  of  transfections,  infections,  electroporation,  and 
microinjections  18,  as  well  as  de‐novo  mutations  in  transgenic  mouse  lines  19,  the  introduction  of 
genetic elements such as coding sequences, shRNA, and more can be controlled. This facilitates the 
generation of cell cultures that express channels, receptors, or any specific gene of interest, either as 











microenvironment  of  cells  also  becomes  increasingly  desirable.  This  includes  regulating  the 
extracellular microenvironment  and  controlling  cellular  development  and  interactions  via  external 
cues, as well as growth conditions. Efforts to control cell‐cell interactions and single cell dynamics led, 
for  example,  to  the  development  of  the micro‐island  culture method. While  investigating  neuron‐
cardiomyocyte interactions and following the idea that “the incidence of detectable interaction would 
increase if the innervation field of a given neuron was concentrated,” the researchers developed glass 



















that  creative  design  solutions  can  now  be  implemented  to  overcome  geometric  limitations  of 
conventional  cell  culture  methods.  This  possibility  allows  microenvironmental  control  of 
cytoarchitecturally distinct regions of individual neurons such as dendrites and axons 29, as well as cell 
assemblies, such as injured nerve fibers 30 or neuromuscular units 31, through the controlled delivery 




called  “on‐a‐chip”  in‐vitro  corticostriatal  neuronal  network  using  microfluidic    techniques 
demonstrated  that  the  presynaptic  cortical  component  of  the  network  plays  a  larger  role  in 
Huntington`s  Disease  (HD)  pathology  than  previously  thought  34.  The  authors  also  remark  on  the 











candidate  neuroprotectants  may  increase  the  predictiveness  of  a  test  battery”47.  Another  study 
established a blood‐brain‐ barrier model via co‐culture techniques using human induced pluripotent 













of  specific  and  living  cohort  subjects,  as  well  as  patients,  may  not  only  help  fundamental  and 




or  conditioned media  replacement  (where  compositionally  conditioned  culture media  is 
removed from one set of cells and used to culture another; bottom), and (b) methods that 
result in direct cell‐cell contact, such as mixed monolayer cultures (top) and 3‐dimensional 









unless  the  experimental  question  demands  older  ones,  and  their  subsequent  incubation  in 
oxygenated, buffered salt solutions that mimic cerebrospinal fluid. Although ice‐cold cutting solutions 
are  the methodological  norm,  cutting  at  physiological  temperatures  has  also  been  established  58. 







specific mice  can  also  be  correlated with  data  obtained  from  the  slices  of  those  animals,  such  as 
functional or morphological data. They are also often prepared from animals genetically engineered 
for  optogenetic  applications, which allows  for ex‐vivo  dissection of  behavior  and  condition  related 










types,  the  control  of  the  extracellular microenvironment,  and  a   wider  range  of measurements  is 





Although  acute  brain  slices  constitute  a  powerful  neuroscience  model  system  they  suffer  from  a 
relatively  low  throughput  rate.  Every  experimental  session  requires  more  preparation,  and  tissue 
remains viable for a few hours, or up to three days using advanced environmental control methods 70. 
Acute slices are relatively  short‐lasting, so  in order  to achieve a higher  throughput and reduce  the 




brain  development  at  a  genetic  and  single‐cell  level  71,  but  also  provide    some  degree  of  3D 







Figure  4.  Example  of  organotypic  slice  infected  with  GCaMP6,  a  green  fluorescent 









then  they  have  been  produced  from  various  regions  of  the  brain  including  but  not  limited  to  the 
cortex 75, substantia nigra 76, striatum 77, olfactory neuroepithelia 78, and the hippocampus 79. Since a 
range of brain areas can be investigated using organotypic cultures, it stands to reason that they might 
be used  to model a  range of neuropathologies.  For example  in  terms of Alzheimer`s Disease  (AD), 
organotypics  have  been  used  to  investigate  signaling  and  toxicity  80,  81,  oxidative  stress  82,  tau 
phosphorylation  83,  and  variables  affecting  AD  development  in‐vitro  such  as  age  84  and  growth 


















they  pertain  to  potential  drug  targets  and  therapies.  As  an  example  of  the  degree  of  congruency 
between laboratory findings and biomedical advances, the average percentage of translated cancer 
studies aiming to find therapies for humans based on animal results that pass phase 1 trails is just 8% 
93.  One  way  to  increase  the  likelihood  of  success  in  specific  cases  and  to  accelerate  discovery  of 




of  research  being  conducted  one  may  develop  another  effective  model  system  pipeline.  As  our 
laboratory  is  currently  focused on metabolic  and neuropharmacological  research  that may also be 
relevant to human pathology, we use a sequence of model systems that provide good experimental 
control  and  group  sizes  at  the  fundamental  level,  as  well  as  human  applicability  at  a  broader 
translational level. This system is one we have recently established and optimized in our laboratory, 







in biomedical  research  they are  typically produced  from mice or  rats using perinatal or embryonic 
neuronal tissue, as young tissue is more resistant to damage and glial cell growth can be more easily 
controlled.  In  order  to  generate  neuronal  cultures  from  older  animals,  for  example,  specialized 









of which  is  the  large degree of environmental control compared to the other models. Control over 
media  and  growth  conditions  allows  for  investigations  into  the  effect of  the delivery of  controlled 









as  imaging  techniques  themselves  become  more  powerful,  and  today  techniques  such  as 
superresolution microscopy  105  and  total  internal  reflection  fluorescence microscopy  106  are  being 
routinely employed using cell cultures.  
Electrophysiological studies can also be performed in cell culture (figure 6c), which provides several 
advantages  to  the experimenter.  First,  dissociated preparations  are  simplified models  that may be 
better  suited  to  investigating  some  mechanisms,  since  dissociated  cells  have  less  uncontrollable 



















and  the  emergent  property  of  network  interaction  will  inevitably  be  lost,  leading  to  questions 
regarding the relevance of the single‐celled measurements. It has also been shown that the degree of 
network  connectivity  in  a neuronal  culture  regulates  synapse phenotype  ‐  changes  can be  seen  in 
spontaneous release event frequency, kinetics of evoked release, as well as vesicle distribution and 
release probability 24. Given that even basic electrophysiological parameters are heavily affected by 




makes  environmental  control  such  as  media  composition  or  genetic  manipulation  easy  and 






















to  the  in‐vivo  situation,  which makes  acute  slices  potentially  the  closest model  system  to  in‐vivo 
conditions when studying events or activity that depend on microcircuitry.  
The acute slice  is  the third model  system  in our pipeline due to the aforementioned benefits, as  it 



















statistical  level  this predictive power  is disputed  93, 111, 112.  Since animal  findings may not constitute 
predictors, findings that claim to be translational in nature need to be validated in human models. Here 












closest representation of the  in‐vivo human brain outside of a  living person, and  is one of the only 









green  and  yellow  correspond  to  elevated  Ca2+.  (B)  Trace  showing  the  fast 














tightly  linked  to  research  labs,  long  distance  transport  may  be  unfeasible.  Additionally,  many 
experimental questions may be unapproachable with this model system, due to the inability to focus 
on specific brain regions or employ specific methodologies, such as genetic manipulation.  
In  situations where acute human  slices  cannot  serve as  a model  system, either due  to  insufficient 
infrastructure  or  experimental  demands,  IPSC  derived  human  models  are  a  recently  publicized 
alternative, however they lack the multicellular architecture of an acute brain slice, being more akin to 
normal dissociated cell cultures in terms of advantages and disadvantages. Another altenative and also 








systems  a  range  of  possibilities  have  emerged,  starting  with  the  very  first  publication  of  ex‐situ 
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